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(57) Abstract: The invention concerns multiparticulate galenic formulations for oral administration and designed for colon targeted 
deliveiy of active principles selected from the group comprising enzymes capable of inactivating macrolides and the like, enzymes 
capable of inactivating quinolones and p-lactamases. 
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cipes actifs choisis dans le groupe comprenant les enzymes capables d'inactiver les macrolides et apparent6s, les enzymes capables 
d*inactiver les quinolones et les ^-lactamases. 
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FORME GALENXQUE POUR LA DELIVRAHCE COLIQUE DE PRINCIPES 

ACTIFS 

5 La presente invention concerne une forme galenique 

a dfelivrance colique, son proced6 de preparation et son 
utilisation en therapeutique. 

Les systemes de liberation specifique au niveau du 
colon ont ete reconnus comme presentant d' importants 
10 avantages therapeutiques . 

Un grand nombre de maladies coliques pourraient 
ef f ectivement etre traitees plus ef f icacement si le 
principe actif est libere localement. C est le cas, entre 
autres, de la maladie de Crohn, des oolites ulceratives, 
15 du cancer colorectal et de la constipation. 

La liberation cplique pourrait aussi §tre 
interessante quand, du point de vue therapeutique^ un 
retard a 1' absorption est necessaire, notamment dans le 
traitement de pathologies comme I'asthme nocturne ou 
20 I'angor (Kinget R. et ai. (1998), Colonic Drug Targeting, 
Journal of Drug Targeting ^ 6^ 129) . 

L' administration de principes actif s polypeptidiques 
se fait essentiellement par voie parenterale, qui est 
douloureuse et ^ I'origine d'une mauvaise observance des 
25 traitements. Depuis quelques ann^es, il y a done un 
interet pour 1' utilisation du colon comme site 
d' absorption des principes actif s peptidiques 
(analgesiques^ contraceptif s , vaccins, insuline...) . 
L' absorption des peptides au niveau du colon semble 
30 eff ectivement meilleure qu' au niveau des autres sites du 
tube digestif grSce, notamment, it une activity 
prot^olytique nettement plus faible qu'au niveau de 
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I'intestin grSle et a 1' absence d'une activity 
peptidasique associ6e ^ la membrane des cellules 
epith61iales coliques. 

Lors de 1' administration d' antibiotiques par la 
5 bouche/ ceux-ci traversent I'estomac puis sont absorb6s 
au niveau de I'intestin grele pour diffuser dans 
1' ensemble de I'organisme et traiter le foyer infectieux 
pour lequel ils ont ete administres. Toutefois, une 
fraction des antibiotiques ingeres (dont 1' importance 

10 varie avec les caracteristiques propres de chaque type 
d' antibiotiques) n''est pas absorbee et continue sa 
progression jusqu'au colon avant d'etre eliminee dans les 
selles. Ces antibiotiques r6siduels sont rejoints, au 
niveau de I'intestin grfele, par une fraction des 

15 antibiotiques absorb6s mais qui sont r6-excr6tes dans le 
tube digestif par 1' interm^diaire de 1' Elimination 
biliaire. Cette fraction est d' importance variable en 
fonction du m^tabolisme et des voies d' Elimination de 
chaque antibiotique - Enfinv pour certains antibiotiques, 

20 une fraction de la dose absorbEe est 61imin6e directement 
par la muqueuse intestinale dans la lumiere du tube 
digestif. Ainsi, que les antibiotiques aient ete 
administrEs par voie orale ou par voie parent Erale, une 
fraction rEsiduelle active se retrouve gEneralement au 

25 niveau du colon. Cela est vrai, a des degres divers, pour 
la grande majorite des families d' antibiotiques utilises 
en therapeutique, la seule exception notable etant la 
famille des amino-glycosides pour lesquels 1' excretion 
intestinale est negligeable. Pour les autres 

30 antibiotiques, 1' excretion intestinale d'une activity 
antibiotique residuelle va avoir diffErentes 
consequences, toutes delEteres. En effet, il existe au 
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niveau du colon un 6cosysteine bact6rien complexe 
(plusieurs centaines d'espdces bacteriennes differentes) 
et tr^s dense (plus de 10^^ bacteries par gramme de 
contenu colique) qui va etre affecte par l'arriv6e des 
5 residus actifs d' antibiotiques . On pourra observer: 

1) un desequilibre de flore qui serait la cause 
principale des diarrhees banales suivant parfois la 
prise d' antibiotiques (Bartlett J.G. (2002) Clinical 
practice. Antibiotic associated diarrhea, New England 

10 Journal of Mediclnej. 346, 334) . Bien que ces 

diarrhees ne soient en regie generale pas graves et 
cedent rapidement, soit spontanement , soit a 1' arret 
du traitement, elles sont toutefois mal ressenties 
par les patients et ajoutent ^ I'inconfprt de la 

15 maladie de base pour laquelle 1' antibiotique a 6te 

prescrit; 

2) une perturbation des fonctions de resistance a la 
colonisation par des bacteries exogdnes (ou ^^effet 
barri^re") avec possibilit6s de risque accru 

20 d' infection, par exemple/ intoxication allmentaire 4 

salmonelle (Holmberg S.D. et al. (1984) Drug 
resistant Salmonella from animals fed antimicrobials. 
New England Journal of Mediclner 311, 617); 

3) la selection de micro-organisines resistants ^ 
25 1^ antibiotique • Ces derniers peuvent etre de divers 

types : 

a) il peut d' abord s'agir de bacteries pathogenes 
comme par exemple., Clostridium diff idler espece 
capable de secreter des toxines causant de 
30 redoutables oolites dites pseudomerobraneuses 

(Bartlett J.G. (1997) Clostridium difficile 
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infection: pathophysiology and diagnosis. Seminar in 
Gastrointestinal Disease^ 8, 12) ; 

b) il peut aussi s'agir de microorganismes 
relativement peu pathogenes mais dont la 

5 multiplication peut amener a une infection de 

voisinage (Candidose vaginale ou cystite a 
Escherichia coli resistant) . 

c) II peut enfin s'agir de bacteries resistantes 
commensales non pathogenes mais dont la 

10 multiplication et 1' elimination fecale va accroltre 

la dissemination dans 1' environnement . Or, ces 
bacteries commensales resistantes peuvent constituer 
une source importante de mecanismes de resistance 
pour des especes pathogdnes. Ce risque est 

15 actuellement consid6r6 comme majeur en raison du 

caractere inquietant de I'' Evolution vers la 
multir^sistance de nombreuses especes pathogenes 
pour I'hoiratie. 

De nombreuses strategies explpitant les divers 
20 paramfetres physiologiques du tube digestif ont done 6te 
envisag^es dans le but de liberer des principes actif s au 
niveau du colon. Des 6tudes ont notairanent et6 realis§es a 
I'aide de systemes d' administration bases sur (1) 
1' utilisation de polymeres sensibles aux variations de 
25 pH, (2) de formes ^ liberation dependante du temps, (3) 
de prodrogues ou encore de polymeres degradables par les 
bacteries de la flore. 

(1) Les systemes bas6s sur les variations de pH. 
30 Le pH au niveau de I'estomac est de I'ordre de 1 & 3 

mais il augmente dans I'intestin grSle et le colon pour 
atteindre des valeurs voisines de 7 (Hovgaard L. et al. 
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(1996) Current Applications of Polysaccharides in Colon 
Targeting, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier 
Systems^ 13, 185) . Pour qu'un principe actif atteigne le 
colon, sans subir ces variations de pH, il est possible 
5 de 1' administrer sous forme de comprimes, de g^lules ou 
de spheroides enrobes avec un polymere pH dependant, 
insoluble a pH acide mais soluble a des pH neutres ou 
alcalins (Kinget et al. deja cite) . Les polymeres les 
plus couramment utilises sont des derives de 1' acide 

10 methacrylique, les Eudragit® L et S (Ashford M. et al. 
(1993) , An in vivo investigation into the suitability of 
pH-dependent polymers for colonic targeting. 
International Journal of Pharmaceutics^ 95, 193 et 95, 
241/ et David A. et al. (1997) Acrylic polymers for 

15 colon- specif ic drug delivery, S.T.P. Pharma Sciences^ 7, 
546) . 

Etant donne 1' importante variabilite inter- et intra- 
individuelle des valeurs de pH existant au niveau du 
tractus gastro-intestinal, les polymeres pH dependants ne 
20 representent pas le meilleur moyen pour obtenir une 
liberation specif ique au niveau du colon (Ashford M. et 
al. , deja cite^ . 

(2) Les syst^mes bases sur le temps de transit. 

25 La formulation de ces systemes est telle qu'elle 

permet une liberation des principes actifs apres un laps 
de temps predefini. Afin de liberer le principe actif au 
niveau du colon, ces formes doivent a la fois resister a 
1' environnement acide de I'estomac et entrer dans une 

30 phase silencieuse d'un temps predetermine, avant de 
liberer le principe actif, correspondant au temps de 
transit de la bouche a l'il6on terminal (Gazzaniga A. et 
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ai. (1995) Time-dependent oral delivery systems for colon 
targeting, S.T.P.Phaxma Sciences ^ 5, 83 et 108, 77; Liu 
p. et al. (1999) Alginate/Pectin/Poly-L-lysine 
particulate as a potential controlled release 
5 formulation, J. Pharm. Pharmacol. , 51 j 141; Pozzi F. et al. 
(1994) The Time Clock system: a new oral dosage form for 
fast and complete release of drug after predetermined lag 
time, Journal of Controlled Release,. 31, 99) . 

La Pulsincap® de Scherer fut parmi les premieres 
10 formulations de ce type (demande internationale 
WO 90/09168). Elle a I'apparence d'une gelule dont le 
corps est insoluble dans I'eau. Le principe actif est 
maintenu dans le corps par un bouchon d'hydrogel place au 
niveau de la tete de la gfelule hydrosoluble . Le tout est 
15 enrobe d' un film gastro-resistant . Apres dissolution de 
la t§te au niveau de I'intestin grele, le bouchon,, au 
contact des liquides digestifs, gonfle. Quand ce dernier 
atteint un seuil de gonflement critique il est ejects, 
permettant ainsi la liberation du principe actif. Le 
0 temps d' Ejection est contrSle par les proprietes de 
I'hydrogel composant le bouchon. 

Les systemes bases sur le temps de transit presentent 
toutefois de nombreux inconvenients (variabilites des 
temps de vidange gastrique et de transit, phenomenes de 
5 retention au niveau de la valvule ileo-caecale (Kinget 
R., dejA cite), leur procurant un manque de specificit6 
et empechant d'aboutir k une validation de ces derniers 
comme systemes de liberation sp6cifique au niveau du 
colon. Enfin la production a large ^chelle de ce type de 
0 systemes est dif f icilement envisageable car elle 
n6cessiterait une adaptation importante et cotkt^use des 
technologies industrielles . 
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Recemment une nouvelle forme pour le ciblage colique 
a 6te developpee, la Colon- targeted Delivery Capsule'' 
(CTDC) (Ishibashi T. et al- (1998) Design and evaluation 
of a new capsule-type dosage form for colon-targeted 
5 delivery of drugs. International Journal of 
Pharmaceutics^ 168, 31 et 57, 45). La CTDC est un systeme 
associant a la fois le facteur pH-dependant et le facteur 
temps-dependant. II se presente sous la forme d'une 
gelule classique renfermant le principe actif et un acide 
10 organique (acide succinique) , recouverte de 3 couches. 

(3) Les systemes bases sur I'activite enzymatique de 
la flore microbienne colique. 
3 > 1 , Les prodrogues . 
15 Les prodrogues ont largement ete 6tudi6es pour le 

ciblage colique de principes act if s divers (anti- 
inflammatoires non st^roldiens et st^roldiens, 
spasmolytiques...) . Ces systemes sont bases sur la capacite 
qu'ont les enzymes produites par la flore colique de 
20 d6grader les prodrogues afin de liberer la forme active 
du principe actif* 

De nombreuses prodrogues bas§es sur 1' action des 
azoreductases bacteriennes ont notamment 6te d6velopp6es 
dans le but de liberer au niveau du colon, des principes 
25 actif s tels que 1' acide 5-aminosalicylique (5-ASA) 
utilise dans le traitement de pathologies locales comme 
la maladie de Crohn ou les colites ulceratives 
(Peppercorn M.A. et al. (1972) The role of intestinal 
bacteria in the metabolism of salicylazosulf apyridine, 
30 The Journal of Pharmacology and Experimental 
Therapeutics 181, 555 et 64, 240) . 
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One autre approche • consists a exploiter les 
hydrolases bact6riennes coitone les glycosidases et les 
polysaccharidases (Friend D.R. (1995) Glycoside prodrugs: 
novel pharmacotherapy for colonic diseases, S.T.P.Pharma 
5 Sciences r 5, 70; Friend D.R. et al. (1984) A colon- 
specific drug-delivery system based on drug glycosides 
and the glycosidases of colonic bacteria., tJournal of 
Medicinal Chemistryjr 21, 261; Friend D.R. et al. (1985) 
Drug glycosides; potential prodrugs for colon-specific 

10 drug delivery. Journal of Medicinal Chemistry r 28, 51; et 
Friend D.R. et al. (1992) Drug glycosides in oral colon- 
specific drug delivery. Journal of Controlled Release,^ 
19, 109) . Des prodrogues ont ainsi ete developpees en 
couplant, par exemple, des steroides a des sucres 

15 (glucose^ galactose, cellobiose, dextrane (demande 
Internationale WO 90/09168)),, cyclodextrines (Hirayama F. 
et al. (1996) In vitro evaluation of Biphenylyl Acetic 
Acid-^-Cyclodextrin conjugates as colpn-targeting 
prodrugs: drug release behavior in rat biological media, 

20 Journal of. Pharmacy and Pharmacology^ 48, 27). 

■3.2, L^enrobage par des polymeres biodegradables par 
les enzymes bacterlennes . 

Dans ce cas, le ciblage coliqiie se fait par enrobage 
25 de la forme pharmaceutique avec un polymere 
sp6cif iquement degrade par les enzymes produites par la 
microflore, en mettant ^ profit la presence des 
azoreductases ou des glycosidases bacteriennes. 

De nombreux polymeres renfermant des liaisons 
30 azoaromatiques ont 6t6 utilis6s pour enrober un principe 
actif. Saffran et al. (Oral insulin in diabetic dogs. 
Journal of Endocrinology (1991) , 131, 267 et A new 
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approach to the oral administration of insulin and other 
peptide drugs. Science (1986) , 233, 1081) ont ainsi 
d6crit la liberation d' insuline et de vasopressine dans 
le colon de rats et de chiens ^ partir de formes orales 
5 enrob6es avec des copolymeres de styrene et 
d' hydroxyethylmethacrylate (HEMA) relies par des liaisons 
azoaromatiques • Cat enrobage est degrade dans le colon 
par les azoreductases bacteriennes entrainant ainsi la 
liberation de la substance active. 
10 L'avantage des azopolymeres est qu'ils permettent une 

tres bonne selectivity colique pour la liberation de 
principes actifs. L' inconvenient 116 a leur utilisation 
est le manque de connaissances sur leur eventuelle 
toxicit-^. 

15 Pour 6viter cet inconvenient, d' autres etudes se sont 

plutot port§es sur 1' utilisation de film d' enrobage a 
base de substances naturelles comme les polysaccharides 
avec notamment des films d' enrobage li base 
d' amylose/6thylcellulose (Milojevic . S. et al. (1996) 

20 Amylose as a coating for drug delivery to the colon: 
preparation and in vitro evaluation using 5- 
aminosalicylic acid pellets. Journal of Controlled 
Release^ 38, 75), a base d' un ester de dextrane (Bauer 
K.H, et al. (1995) Novel pharmaceutical excipients for 

25 colon targeting, S.T.P. Phanaa Sciences^ 5, 54) ou de 
pectine . 

3.3. Les matrices biodegradables par les enzymes 
bacteriennes > 

30 Une autre approche de systemes ^ liberation 

sp6cifique au niveau du colon consiste en 1' elaboration 
de matrices par compression d'un melange de principe 
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actif et de polym6res biod6gradables comme la 
chondroltine sulfate (Rubinstein A. et al. (1992b) 
Chondroitin sulfate: a potential biodegradable carrier 
for colon-specific drug delivery^ International Journal 
5 of Pharmaceutics r 84, 141 et Rubinstein A, et al. (1992a) 
Colonic drug delivery: enhanced release of Indomethacin 
from cross-linked chondroitin matrix in rat cecal 
content, Pharinaceuticai J^esearch, 9, 276) , la gomme guar 
(Krishnaiah Y.S.R. et al. (1998) Evaluation of guar gum 

10 as a compression coat for drug targeting to colon. 
International Journal of Pharmaceutics ^ 111, 137), le 
chitosan (Tozaki H. et al. (1997) Chitosan capsules for 
colon-specific drug delivery: improvement of insulin 
absorption from the rat colon. Journal of Pharmaceutical 

15 Sciences r 8 6, 1016) ou la pectine (Rubinstein A. et al. 
(1993) In vitro evaluation of calcium pectinate: a 
potential colon-specific drug delivery carrier, 
Phaj:^aceutical Research^ 10, 258) . 

Les systemes bas6s sur 1' activity enzymatique de la 

20 flore microbienne sont probablement ceux pr^sentant le 
plus de sp6cificit6 colique pour la liberation des 
principes actif s. lis constituent done une voie d' avenir 
pour le ciblage colique. 

int6ret des polysaccharides dans la preparation de 

25 systemes pour administration colique reside dans le fait 
qu'ils sont d'origine naturelle, faiblement toxiques et 
specif iquement degrad§es par les enzymes bacteriennes de 
la flore colique. 

Ainsi, la pectine est un polysaccharide isol6 des 

30 parois cellulaires des v6g6taux superieurs, largement 
utilis6 dans 1' Industrie agro-alimentaire (comme 
g^lifiant ou 6paississant de confitures, glaces...) et 
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pharmaceutique. Elle est polymoleculaire et pol-ydisperse . 
Sa composition varie selon la source, les conditions 
d' extraction et les facteurs environnementaux. 

Les pectines sont principalement composees 
5 d' enchainements lineaires d' acides a-l,4-(D)- 

. galacturoniques, parfois entrecoupes par des unites de 
rhamnose. Les groupements carboxyliques des acides 
galacturoniques peuvent etre partiellement esterifies 
pour donner des pectines methylees* On distingue deux 
10 sortes de pectine selon leur degre de methylation (DM: 
nombre de groupement methoxy- pour 100 unites d''acide 
galacturonique) : 

- la pectine hautement methylee (HM: high methoxy) 
dont le degr6 de methylation varie entre 50 et 80%. 

15 Elle est peu soluble dans I'eau et forme des gels en 

milieu acide <pH<3,6) ou en presence de sucres; 

- la pectine f aiblement methylee (LM: low methoxy) , 
avec un degr6 de methylation allant de 25 a 50%. 
Plus soluble dans I'eau que la pectine HM, elle 

20 donne des gels en presence de cations divalents 

comme les ions Ca^"^. En effet, les ions Ca^"^ forment 
des ^^ponts" entre les groupements carboxyles libres 
des acides galacturoniques. Le reseau ainsi form6 a 
ete decrit par Grant et al. sous le nom de «egg-box 
25 model» (Grant G.T. et al. (1973) Biological 

interactions between polysaccharides and divalent 
cations: the egg-box model, FEBS Letters r 32, 195) . 
II existe aussi des pectines amid6es. Par traitement 
de la pectine par I'ammoniaque certains groupements 
30 carboxylate de m6thyle (-COOCH3) peuvent etre transformes 
en groupements carboxamides (-CONH2) . Cette amidation 
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confers de nouvelles proprietes aux pectines, notainment 
une meilleure resistance aux variations de pH. 

La pectine est degrades par des enzymes issues de 
vegetaux sup6rieurs et de divers microorganismes 
(champignons, bacteries.^.) parmi lesquels on retrouve les 
bacteries de la flore colique humaine- Les enzymes 
produites par la . microflora sont composees d' un ensemble 
de polysaccharidases, de glycosidases et d' esterases. 

L' enrobage d' une forme galenique par la pectine 
s'effectue soit par compression (Ashford M. et al. 
(1993b), An evaluation of pectin as a carrier for drug 
targeting to the colon. Journal of Controlled Releaser 
26, 213), soit par pulverisation. L' enrobage par 
compression est g§n4ralement realise avec de la pectine 
seule alors que celui par pulverisation necessite 
I'emploi d'un polym^re filmogene en plus de la pectine 
(Milojevic S. et al. (1996) Amylose as a coating for drug 
delivery to the colon: preparation and in vitro 
evaluation using 5-aminosalicylic acid pellets. Journal 
of Controlled Release^ 38, 75; Wakerly Z. et al. (1996) 
Pectin/ethycellulose film coating formulations for 
colonic drug delivery. Pharmaceutical Research^ 13, 
1210) . 

De nombreuses formes matricielles a base de pectine 
ont egalement 6te etudiees . Elles sont generalement 
constituees soit de pectine pure, soit de son complexe 
avec les ions Ca^^, faiblement hydrosoluble, le pectinate 
de calcium. Une matrice de pectinate de calcium 
renfermant de 1' indometacine a notamment ete decrite par 
Rubinstein et al. (1992a) Colonic drug delivery: enhanced 
release of Indomethacin from cross-linked chondroitin 
matrix in rat cecal content^ Pharmaceutical Research ^ 9r 
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276) montrant une meilleure stability du pectinate de 
calcium que la pectine seule dans les milieux digestifs, 
tout en restant sensible a 1' action des enzymes 
pectinolytiques . 

5 Les pectines amid6es, plus tolerantes aux variations 

de pH ont .aussi 6t6 etudiees pour 1' elaboration de 
comprimes matriciels a vis^e colique (Wakerly Z. et al. 
(1997) Studies on amidated pectins as potential carriers 
in colonic drug delivery. Journal of Pharmacy and 

10 Pharmacologyl. 49, 622). 

Aydin et al. ((1996) Preparation and evaluation of 
pectin beads. International Journal of Pharmaceutics^ 
137, 133) ont ete les premiers ^ formuler des billes de 
pectine selon la m6thode de gelification ionique de 

3.5 Bodmeier et al. ((1989) Preparation and evaluation of 
drug-containing chitosan beads. Drug Development and 
Industrial Pharmacy^ 15, 1475 et Spherical agglomerates 
of water-insoluble drugs. Journal of Pharmaceutical 
Sciences r 78, 964) qui avait mis au point des billes 

20 d' alginate et de chitosane. Leur objectif 6tait 
d'incorporer dans les billes deux principes actifs 
differents, un cationique (1^ atenolol) et un anionique 
(le piroxicam) , afin de caract6riser d' 6ventuelles 
interactions avec la pectine- lis ont ainsi montrequ'il 

25 etait possible de former des billes avec les 2 types de 
principe actifs et que les conditions operatoires avaient 
une influence capitale sur les proprietes des billes 
obtenues . 

Sriamornsak s'est servi de billes de pectinate de 
30 calci\am afin d' etablir un systeme pour la liberation 
sp6cifique de prot6ines au niveau du colon, en utilisant 
la serum albumine bovine (BSA) d' un poids moleculaire de 
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66400 Da comme prot6ine module (Sriamornsak P. (1998) 
Investigation on pectin as a carrier for oral delivery of 
proteins using calcium pectinate gel beads. International 
Journal of Pharmaceutics ^ 169, 213 et (1999) Effect of 
5 calcium concentration, hardening agent and drying 
condition on release characteristics of oral proteins 
from calcium pectinate gel beads, European Journal of 
Pharmaceutical Sciences 8, 221). II a etudie l'^ influence 
de differents facteurs de formulation sur les proprietes 

10. des billes obtenues comme leur forme, leur taille, le 
taux d' encapsulation de la BSA et sa cinetique de 
liberation. Sriamornsak a done demontre que les billes de 
pectinate de Ca pourraient §tre employees pour la 
liberation specif ique de proteines au niveau du colon. 

15 L'obtention d'un profil de cin6tique de liberation 
adequat depend principalement du choix de la formulation 
et des conditions operatoires pour la preparation des 
billes. Aucune correlation in vitro/in vivo des profils 
de liberation des principes actifs encapsulees n'a et6 

20 etablie. 

Afin d'augmenter la stabilite des particules le long 
du tractus digestif et d' 6viter toute liberation 
prematuree du principe actif encapsule, il est possible 
de renforcer les billes de pectine en les reticulant avec 

25 un polymere cationique. 

Munjeri et al. ((1997) Hydrogel beads based on 
amidated pectins for colon-specific drug delivery: the 
role of chitosan in modifying drug release. Journal of 
Controlled Release^ 46, 273) ont reticule des billes de 

30 pectine amidee avec du chitosane. lis ont alors montr6, 
en comparant les cin^tiques de dissolution cie foirfnes 
r6ticul§es et de formes non r6ticul§es, que le chitosane 
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permettait de minimiser la liberation des principes 
actifs insolubles mais ne modifiait pas signif icativement 
la liberation des principes actifs hydrosolubles . La 
perte de principe actif dans des conditions minaant celles 
5 de I'estomac et de I'intestin gr§le peut done §tre 
limitee par la formation d' un complexe entre le chitosane 
et la pectine amidee; les billes de pectine reticulees 
restant toujours sensibles a 1' action des enzymes 
pectinolytiques coliques . 

10 Un autre agent reticulant, la polylysine, a 6te teste 

en presence de billes d' alginate/pectine (Liu P. et al. 
(1999) Alginate/Pectin/Poly-L-lysine particulate as a 
potential controlled release formulation, J. Pharm. 
Pharmacol. y 51,141). Les billes reticulees par la 

15 polylysine semblent liberer moins de principe actif en 
milieu acide (HCl 0/lN) que les billes non reticulees, 
sauf en presence de principes actifs tres hydrosolubles. 
Le meme type d'effet est retrouve en milieu alcalin 
<tampon phosphate pH 7,5) mais il est nettement moins 

20 marque qu' en milieu acide. 

La demande de brevet Internationale WO 88/078 65 
suggere d' administrer au niveau du colon des bacteries 
productrices de p-lactamases afin d'hydrolyser les 
antibiotiques residuels. Les micro-organismes utilises 

25 sont des bacteries a in6tabolisme anaerobie strict, dont 
la production et la lyophilisation en quantite suffisante 
pour eiaborer un medicament sont difficiles. De plus, 
elles sont porteuses de genes de resistance aux 
antibiotiques encodant pour des "P-lactamases engendrant 

30 ainsi un risque de dissemination de ces genes au sein de 
I'ecosysteme colique et dans 1' environnement . 
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La demande de brevet Internationale WO 93/13795 
propose une forme gal6nique orale contenant des 
p-lactamases. Elle peut §tre composee de particules de 
saccharose de 1 li 2/5 mm de diam^tre renfermant les 
5 (3-lactamases ou des amidases et e vent ue Heme nt un 
inhibiteur de la trypsine, lesdites particules 6tant 
recouvertes d' un polym^re gastroresistant . Ces particules 
auraient la possibilite de lib6rer 1' enzyme au niveau des 
diff§rents segments du tube digestif pour que son 
10 activite s'exerce selon les besoins au niveau desire de 
1' intestin. 

Aucun des exemples ne comporte de donn^es 
experimentales montrant que la formulation galenique 
proposee est ef f ectivement capable de d61ivrer 1' enzyme 

15 sous forme active au niveau desire de 1' intestin, De 
plus., aucune preuve de la capacity de la preparation 
gal6nique a hydrolyser ef fectivement 1' antibiotique in 
vivo, ni m^me in vitro dans un milieu reproduisant les 
caracteri:stiques du milieu intestinal n' est apport^e. 

20 Pour toutes ces raisons, il est hautement souhaitable 

de disposer d' un systeme destine a r§duire la quantity 
des antibiotiques r6siduels qui parviennent au colon 
aprfes antibioth6rapie orale ou parent6rale, ou capable de 
delivrer un principe actif directement au niveau du 

25 colon, 

Ainsi, la presente invention a done pour objet des 
formes galeniques multiparticulaires aptes a etre 
utilis6es par voie orale et destinees a la delivrance 
colique de principes actif s. 
30 Au sens de la presente invention, on entend par 

principe actif une substance ou composition qui est apte 
ii etre utilis6e en thSrapeutique ou en diagnostic et peut 
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§tre incorpor6e dans la forme galenique selon 
1' invention. 

Le principe actif peut etre un anti-infectieux, par 
example les antibiotiques, des composes anti- 
5 inf lammatoires , anti-histaminiques , anti-cholinergiques , 
antiviraux, antimitotiques;^ des peptides, des proteines, 
des genes, des oligonucleotides anti-sens, des agents de 
diagnostic et/ou des agents immunosuppressif s ou des 
bacteries . 

10 Parmi les principes actifs particulierement 

avantageux, on trouve les agents anti-inf lammatoires , les 
agents antitumoraux, les oligonucleotides anti-sens et 
les enzymes capables d'inactiver les antibiotiques au 
niveau du colon, notamment les p-lactamases ou les 

15 enzymes capables d'inactiyer les macrolides et apparentes 
comme 1 ' erythromycine esterase decrite par Aridremont A. 
et al- ((1985) Plasmid mediated susceptibility to 
intestinal microbial antagonisms in Escherichia coli 
Jujfect. Immun. 49(3), 751) ou capables d'inactiver les 

20 quinolones comme ceux decrits par Chen Y et al. ((1997) 
Microbicidal models of soil metabolisms 

biotransformations of danofloxacin Journal of Industrial 
Microbiology and Biotechnology 19, 378) • 

Les principes actifs peuvent etre hydrosolubles ou 

25 liposolubles . 

Dans un mode avantageux de realisation de 
1' invention, les formes galeniques multiparticulaires 
aptes ^ etre utilisees par voie orale et destinees a la 
d6livrance colique de principes actifs comprennent des 

30 billes de pectine pr6sentes sous forme d'un sel 
cationique renfermant le principe actif, ladite pectine 
6tant r6ticul6e par un polym^re cationique. 
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Dans un mode avantageux de realisation selon 
1' invention, le polym^re cationique qui permet la 
reticulation de la pectine est choisi dans le groupe 
compose de la polyethylenimine, de la polylysine, du 
5 chitosan et de leurs derives. 

Plus avantageusement, le poids mol^culaire de ces 
polymeres cationiques^ est compris entre 10 000 et 
100 000 Daltons, de preference entre 20 000 et 50 000 
Daltons • 

10 Dans un autre mode avantageux de 1' invention, le sel 

cationique de pectine utilise est le pectinate de 
calcium. 

Au sens de la presente invention, on entend par 
pectine aussi bien de la pectine methylee ou non 
15 methyl6e, amidee ou non amidee. 

Les formes galeniques selon 1' invention, peuvent etre 
administr^es sous toutes foirmes orales, notamment sous 
forme de g61ules et de capsules. 

Ces geiules et ces capsules peuvent §tre administrees 
20 simultanement ou successivement avec d'autres principes 
actifs, notamment lorsque les gelules ou les capsules 
contiennent des enzymes capables d'inactiver les 
antibiotiques, elles peuvent etre administrees 
simultanement ou successivement avec la preparation 
25 d' antibiotiques correspondants • 

Les principes actifs administr6s conjointement aux 
gelules et capsules contenant les formes gal6niques selon 
1' invention sont adiainistres oralement ou par toute autre 
voie • 

30 Les formes galeniques . selon 1' invention peuvent etre 

prepar6es par des methodes connues de I'homme du metier 



wo 2004/016248 




PCT/FR2003/002474 



19 



ou par des proc6d6s nouveaux qui font 6galement partie de 
1 ' invention. 

Ainsi, la pr6sente invention a egalement pour objet 
un proced6 de preparation des formes gal6niques 
5 multiparticulaires caracterise en ce que I'on introduit 
goutte S goutte une solution aqueuse de pectine conten^nt 
le principe actif a une concentration de 0,5 ^ 5% (v/v) 
dans une solution de chlorure de calcium pour former les 
billes de pectinate de calcium, puis on recupere les 
10 billes de pectinate de calcium ainsi obtenues et on les 
introduit dans une solution aqueuse du polymere 
cationique. 

Dans un mode de realisation avantageux du procede, la 
solution de pectine est de 4 a 10% {m/v) , de preference 
15 de 4 ^ 7%, la solution de chlorure de calcium de 2 a 10% 
(m/v) et la solution de polymere cationique de 0,5 a 2% 
(m/v) , ladite solution de polymere cationique 6tant de 
preference une solution de polyethyl^nimine . 

Dans un mode encore plus avantageux de realisation de 
20 1' invention, les formes gal6niques sont pr6par6es a 
partir d'une solution de pectine k 6% (m/v), d'une 
solution de chlorure de calcium a 6% <m/v) et d'^une 
solution de polyethylenimine a 1% ou a 0,6%. 

Les billes sont maintenues dans le chlorure de 
25 calcium sous agitation lente pendant 10 min a 1 heure, de 
preference pendant 20 min. 

L'etape de reticulation par le polymere cationique 
est realisee sous agitation lente pendant 15 a 40 min, de 
preference pendant 20 min.. 
30 Apres recuperation des billes de pectinate, les 

billes sont sech6es k une temperature comprise entre 20 
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et 40*^0 pendant 30 min a 10 heures^ de preference a 37**C 
pendant 2 heures. 

Le diam^tre des particules selon 1' invention est 
compris entre 800 et 1 500 yjm, de preference entre 1 000 
5 et 1 200 pni. 

Les rendements d* encapsulation sont compris entre 50 
et 90% soit 3-6 Ul/billes de p-lactamases, activity 
exprimee en substrat benzylpenicilline;. que la pectine 
soit amidee ou non. 
10 La stabilite en milieu gastrique est superieure a 10 

heures et est ^galement tres bonne en milieu intestinale 
USP XXIV, puisqu'elle est sup6rieure ^ 7 heures (la duree 
de stability des billes de pectine non r6ticulees 
n'excdde pas 1 heure) et ce quelque soit le type de 
15 pectine utilis6. 

Les exemples 1 a 7 et les figures 1^8 qui suivent 
illustrent 1' invention. 

La figure 1 represents I'effet de la reticulation 
avec differentes concentrations de PEI (0,6 ; 0,7 ; 0,8 ; 
20 0,9 et 1%) sur les temps de d6sagregation de billes de 
pectine amidee, placees dans trois milieux differents: 
PBS, 0,01 M, pH a 7,4; milieu intestinal au pH de 6,8 + 
0,1 UPS XXIV; milieu gastrique au pH de 1,1 USP XXIV. 

La figure 2 illustre la structure des billes 
.25 contenant des p-lactamases a raison de 4,4 Ul/bille et 
reticulees pendant 20 minutes ^ la PEI k 1% et observees 
en microscopie 6lectronique ^ balayage. 

La figure 3 illustre la liberation des p-lactamases 
in vitro k partir de billes de pectine amid6e reticul6es 
30 pr6par6es selon 1'exem.ple 1 avec des concentrations en 
PEI de 0,6 et 0,7% et contenant environ 5 Ul/bille., 
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placees en milieu intestinal USP XXIV puis en milieu 
colique (tampon HEPES pH 6 + enzymes pectinolytiques) . 

La figure 4 illustre 1' Evolution de I'activite 
J5-lactamase dans les selles de souris en fonction du 
5 temps, apres administration orale de billes de pectine 
reticulees a la PEI preparees selon I'exemple 1 et 
contenant 4 , 4 UI /bille . 

La figure 5 illustre la structure des billes 
contenant des p-lactamases ^ raison de 4,4 Ul/bille 30 
10 minutes apres administration In vivo. Les billes sent 
alors dans I'estomac, A et B representant les billes 
enti^res et C et D les billes coupees. 

La figure 6 illustre la structure des billes 
contenant des p-lactamases a raison de 4,4 Ul/bille 2 
15 heures apres administration In vivo. Les billes sont 
alors dans I'intestin grele. A et B representant les 
billes entieres et C et D les billes coupees. 

La figure 7 illustre la structure des billes 
contenant des p-lactamases a raison de 4,4 Ul/bille 4 
20 heures apres administration in vivo. Les billes sont 
alors dans le colon. A et B representant les billes 
entieres et C et D les billes coupees. 

La figure 8 illustre 1 'encapsulation, dans des billes 
de pectine, d'ADN plasmidique libre ou complex^ a des 
25 lipides cationiques (Lipoplexe) ou a un polymere 
cationique (Polyplexe) . 

Exentple 1 : Preparation des formes galeniques 
On introduit goutte goutte une solution aqueuse de 
30 pectine a 6% (OF 400 ou OG 175C Unipectine® de chez 
Degussa) dans une solution de chlorure de calciiom a 6% 
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(m/v) . La solution de pectine est introduite dans la 
solution de chlorure de calcium grSce a une tubulure 
Tygon® raccordee ^ une pompe peristaltique (Microperpex® 
LKB Bromma) . La solution passe au travers d'une aiguille 
5 de 0,8 Iran de diametre (21G, Nedus Teriomo) pour former des 
gouttes de pectine qui au contact du chlorure de calcium 
(40 ml) gelifient instantanement et donnent des billes de 
pectinate de calcium. Les billes sont maintenues dans le 
chlorure de calcium, sous agitation lente, pendant 20 
10 minutes. 

Les billes blanches ne contenant pas de principe actif 
(p-lactamases) sont obtenues en partant d'une solution de 
pectine amid6e (OG 175C) 6u non amidee (OF 400) a 6%. 
Pour la preparation des billes chargees, le principe 

15 actif ( p-lactamases., penicillinases de type A extraite de 
Bacillus cereus de chez Sigma) est melange a la solution 
de pectine dans un rapport de 3% (Vpa/vpectine) • 
Les billes de pectinate de calcium ainsi obtenues sont 
ensuite recup6rees par filtration, rinc^es a I'eau 

20 distill^e, placees sur une boite de Petri et s6chees ^ 
l'6tuve k 37 "^C pendant 2 heures. 

Pour la reticulation a la polyethylenimine les billes non 
sechees, recuperees de la solution de CaCl2 par 
filtration, sont introduites dans une solution aqueuse de 
25 polyethylenimine (PEI) a 1% et y sont maintenues pendant 
20 min sous leg^re agitation. 

Les billes preparees k partir de la pectine non amid6e OF 
400 contiennent de 1 a 2, 5 Ul/billes et les billes 
pr6par6es a partir de pectine amidee OG 17 5C contiennent 
30 de 1 it 5 Ul/billes. 

Exemple 2 ; Stability des billes 
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1. Mode op6ratoire. 

Les billes sont pr6par6es selon I'exemple 1 avec ou sans 
etape de reticulation; la dur6e de reticulation dans la 
PEI est de 20 minutes dans des solutions de 
concentrations allant de 0,6 k 1%. 

Les billes sont placees soit dans du tampon phosphate 
(PBS 0,01M, pH 7,4), soit dans des milieux simulant les 
milieux digestifs (gastrique et intestinal USP XXIV) et 
le temps de d^sagregation est observe. 

2. Resultats. 

lis sont donnes dans la figure 1. 

Les billes r6ticulees ou non sont stables dans le PBS et 
dans le milieu gastrique. En revanche, les billes non 
reticul6es sont instables dans le milieu intestinal, 
alors que les billes selon 1' invention sont stables plus 
de 7 heures. 

Example 3 : Caract6ristiques morphologiques des billes . 
Elles sont illustr6es dans les figures 2A ^ 2D. 
On observe sur les coupes que le centre des billes est 
plein et dense. La coque en surface correspond it la PEI. 
L'interieur et I'exterieur ont des structures 
dif f erentes . 

Exemple 4 ; Cinetique de liberation in vitro 

1. Mode operatoire. 
Des billes reticulees avec deux concentrations 
diff6rentes en PEI (0,6 et 0,7%) sont preparees selon. 
1' exemple 1 partir de pectine amid6e et contenant 5 
Ul/bille. Elles sont laiss6es pendant 5 heures dans un 
milieu intestinal USP XXIV a pH 6,8, puis introduites en 
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milieu colique synth6tique a pH 6 enfermant des enzymes 
pectinolytiques (Pectinex® Ultra SPL) . 

On mesure I'activite p-lactamase residuelle dans les 
billes au cours du temps par spectrophotometrie en 
5 presence de nitrocephine . 

2. Resultats. 
lis sont illustres dans la figure 3. 

Apres 5 heures d' incubation des billes en milieu 
intestinal (Tsh) moins de 25% de I'activite p-lactamases 
qu'elles contiennent sont liber6s. La liberation devient 
importante en milieu colique sous 1' action des enzymes 
pectinolytiques (Tioh) f pour les billes r^ticulees avec 
0,6% de PEI, alors que le temoin sans enzymes 
pectinolytiques (Tioh controle) ne pr6sente pas de 
modifications signif icatives d'activite p-lactamase. Par 
centre, les billes reticulees avec 0/7% de PEI ne voit 
pas leur activity diminuer apres 5H en milieu colique. 
Ainsi la concentration en PEI modifie la resistance des 
billes et joue sur les temps de liberation des principes 
actifs en milieu colique. 

Exemple 5 : Cinetique de liberation in vivo. 
1- Mode operatoire. 
25 Get essai a ete realise sur des souris males GDI. Les 
billes contiennent 4 Ul/bille. 

On administre per os aux souris des g^lules contenant 10 
billes. On recupere les selles aux temps 0, 2H, 3H, 4H, 
5H, 7H et 8H et on realise le dosage des p-lactamases 

30 dans ces selles (essai conduit sur 5 animaux pour chaque 
temps) . De plus, on sacrifie aux temps 30 min., 2H et 4H 
une souris afin de r^cup§rer les billes dans json tube 



10 



15 



20 
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digestif et observer leurs modifications morphologiques 
en microscopie electronique k balayage, 

2. Resultats. 
5 lis sont illustres dans les figures 4 a 7 . 

Les billes arrivent intactes dans le colon aprds environ 

3 heures de transit. 

Le taux de p-lactamases liberees directement dans les 
selles de souris recueillies a differents temps apres 
10 1' absorption des billes par voie orale montre que 
I'activite j3-lactamases de base est faible au depart. 2 a 

4 heures aprfes 1 ' administration, il y a une augmentation 
nette de cette activity, ce qui correspond bien au 
transit des billes (figure 4) . 

15 Les photos prises en microscopie Electronique a balayage 
montrent 1' integrity de la bille dans les differents 
endroits du tube digestif. 

La structure est leg^rement fragilis6e au niveau de 
I'intestin grele et I'interieur est corr^letement detruit 
20 au niveau colique ou les billes apparaissent porteuses 
d ' une cavit6 . 

Les particules, illustr6es dans la figure 5, ayant 
sejourn6 dans I'estomac ont un aspect tres proche de 
celles n' ayant subi aucun trait ement (figure 2) . En effet 
25 la surface a le meme aspect rugueux et irregulier 
(figures 5A et 5B) , du a la presence de polySthylenimine, 
et la section des billes apparalt uniforme et dense 
(figures 5C et 5D) . 

Au bout de 2 h, on voit apparaltre une leg^re deformation 
30 des billes (figure 6A) mais les particules ont tou jours 
le m&me aspect en surface (figure 6B) et une section 
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dense (figure 6C) bien qu'un peu fragil±s§e par le sejour 
dans I'intestin gr§le (figure 6D) . 

En fin de transit, c*est-a-dire 4 h apr^s 
1' administration, les billes se retrouvent dans le colon; 
5 1' aspect externe des particules est inchange (figure 7A) 
avec les m§mes irregularites de surface dues a la 
polyethylenimine (figure 7B) . En revanche, la section des 
billes est creuse (figure 7C et 7D) , du fait de la 
degradation du reseau central de pectinate de calcium par 
10 les enzymes pectinolytiques coliques. Au final, il ne 
reste que la « coque » externe formee par la 
polyethylenimine . 

ISxemple 6 ; Encapsulation d' erythromycine esterase 
15 6.1 Production d'une fraction soluble contenant 

1 ' erythromycine esterase 
6.1.1. Mode operatoire 
La culture est realisee a partir de la souche E. coli 
C600 pIPllOO de l*Institut Pasteur. Les conditions de 
20 culture sont les suivantes : ensemencement du milieu 
Mueller-Hinton a 0,5% a partir d'une preculture d' environ 
2 Oh, volumes de culture de 200 ou 400 mL en erlenmeyer, 
agitation fix6e a 150 rpm, temperature de 37**C. 
Un test de GOTS a permis d'etablir que la souche 
25 produisait bien de 1 ' Erythromycine esterase. 

3,6L de culture d'^J.coIi C600 pIPllOO ont ete concentres 
selon le protocole suivant : 

• Centrifugation pendant 15 min a 3 400 g 

• Reprise du culot dans du tampon phosphate de 
30 potassium SmM, pH 7,5, voliame final 70 mL 

• 2^™® centrifugation de surnageant 15 min ^ 3 400 g 
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• Reprise du culot dans 20 itiL de tampon phosphate de 
potassium 5mM, pH 7,5 

• Rassemblement des culot s des 2 centrif ugations 
(environ 100 mL) 

5 • Lavage des culots et centrif ugation (10 min a 12 000 

g) 

• 2^"*® centrif ugation du surnageant (10 min 12 000 g) 

• Volume final des culots repris dans le tampon 
phosphate de potassium : 100 mL 

10 6rythromycine esterase est une enzyme intracellulaire. 
C'est pourquoi sa solubilisation n^cessite le cassage des 
cellules. Cette operation a ete effectuee par 
sonification des culots de centrif ugation repris dans le 
tampon phosphate de potassium 5mM, pH 7,5 selon le 

15 protocole decrit ci-dessous. 

• Ajout de 1% Triton XlOO (v/v) 

• Refroidissement ^ 5°C 

• Phonolyse 7 cycles de 1 min, temperature initiale 
5^*0, temperature maximale 15*^0, puissance : 100% 

20 (500W, 20kHz) ; temperature ramenee a 5^*0 apres chaque 

cycle 

• Centrifugation 10 min a 12 000 g 

• Reprise du culot dans 10 mL de tampon phosphate de 
potassium 5mM, pH 7,5 

25 • Recuperation et congelation du surnageant (91 mL) = 

solution A 

L'activite erythromycine esterase a ete evaluee par le 
dosage microbiologique dans le surnageant et dans les 
insolubles (debris cellulaires) selon les techniques 
30 connues de l^homme du metier. 
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6.1.2. Resultats 

Les resultats sont prfesentes dans le Tableau 2 . 

Tableau 2 

5 



Echantillon 


DiamStre d' inhibition (mm) 


TO 


T30 


T60 


T120 


Surnageant 
apres 
sonif ication 


31 


25 


18 




21 




18 


14 


Culot apres 
sonif ication 


30 


28 


24 




22,5 




19,5 


19 



L^'activite erythromycine esterase est 6valu6e a partir du 
diamdtre d ' inhibition . 

Celle-ci est de 2 U/mL pour le surnageant de phonolyse et 
10 1,5 U/mL pour le culot de phonolyse (1 Unite (U) = 1 \ig 
d' erythromycine degradee par min) . 

Le bilan de recuperation de I'activite erythromycine 
esterase est presente dans le Tableau 3 ci-dessous. 

15 Tableau 3 



Echantillon 


Activity 
estimee 
(U/mL) 


Volume (mL) 


Activite 
totale 
estimee (U) 


Surnageant 
apr^s 
sonif ication 


2,0 


92 


184 


Culot apres 
sonif ication 


1/5 


10 


15 



Les resultats montrent clairement que I'essentiel de 
1' activite Erythromycine esterase presente a bien et6 
20 solubilis6e dans le milieu de phonolyse. 



6.2 Encapsulation d* Erythromycine esterase 
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6.2.1. Mode op6ratoire 
L* encapsulation est r^alisee ^ partir de la fraction 
soluble non purifiee obtenue apr^s cassage des cellules 
(solution A) selon le protocole suivant . 
5 • Solubilisation de 0,5 g de pectine dans les 10 mL de 

solution A afin d'obtenir une concentration finale de 
pectine de 5% (solution B) . La pectine est ajoutee 
tres progressivement sous agitation magnetique afin de 
ne pas entralner de trop brusques variations de pH. Le 
10 pH est maintenu aux environs de 7 par addition de 

quelques gouttes de soude IM. 

Dispersion de la solution de pectine (solution B) 
goutte a goutte a I'aide d'une pompe p6ristaltique 
dans 40 mL de CaCl2 ^ 6%. Les billes ainsi formfees 
15 sont maintenues dans le CaCla pendant 20 min^ 

rfecuperees par filtration sur Biichner puis rincees ci 
I'eau d§mineralis6e. 

• Reticulation des billes par bain dans une solution 
de PEI a 0,6% pendant 20 itiin sous agitation 

2 0 magnetique . 

• Recuperation des billes reticulees par filtration. 

• S6chage des billes ^ temperature ambiante (20**C) . 
567 billes ont 6t6 pr6par6es au total avec 6,1 mL de 
melange pectine/solution A, pour une activity de 12,2 

25 U. 

• D6sagr6gation des billes s6ch6es dans un tampon 
HEPES/NaCl/EDTA 1%. 

6.2.2. Resultats 
30 L'activite erythromycine esterase pr^sente dans la 

solution initiale de pectine et celle liberee dans le 
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milieu de d§sagr6gation sont dosees selon le itiSme 
protocole que pr6cedeiranent . 

Les r^sultats du dosage microbiologique sont pr^sentes 
dans les "Tableaux 4 et 5. 

5 

Tableau 4 



Echantillon 


Diametre moyen d' inhibition 
(mm) 


Pectine / Solution A 
(solution B)-TO 


23 


Pectine / Solution A -T3h 


19 


Billes d6sagreg6es~T0 


24 


Billes d6sagreg6es-T3h 


18 



10 Tableau 5 



Echantillon 


Activite estimfee tU) 


Pectine (Solution B) 


2,4 


Billes desagregees 


2,2 



Les rSsultats montrent que 1' activite mesuree en pr6sence 
de pectine (solution B) est de 2,4 U, alors que 

15 1' activity th^orique pr6sente devrait §tre d' environ 12 U 
(6,1 mL ^ 2 U/mL, d'apr^s le dosage d' erythromycine 
esterase dans le surnageant de phonolyse (Tableau 3) , 
Le dosage de 1' activite enzymatique de billes apr^s 
desagregation a ete estimee a 2,2 U ; elle represente 90% 

20 de 1' activite initiale introduite dans les billes. 

Ces resultats permettent d*etablir sans ainbiguite la 
presence d' activite erythromycine esterase dans la 
fraction finale apres encapsulation de 1' enzyme et 
desagregation des billes. 
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Ces r6sultats permettent d'6tablir sans ambiguity la 
presence d'activite erythromycine esterase dans la 
fraction finale apres encapsulation de 1' enzyme et 
d6sagr6gation des billes. 

5 

Example 7 ; Encapsulation d'ADN dans les billes de 
pectinate de calcium 

7.1 Preparation de I'ADN 

Le principe actif encapsul6 ici est un plasmide 

10 radiomarque au Phosphore 33. Le radiomarquage se fait a 
I'aide du « Nick Translation Kit » N5500 de chez Amersham 
Biosciences selon le protocole decrit par le fournisseur. 

7.2 Encapsulation 

15 7.2.1. Mode operatoire 

L'ADN encapsule est soit sous forme libre, soit complexe 
A des lipides cationiques (Lipoplexe) ou a un polymere 
cationique (Polyplexe) selon le mode operatoire decrit 
dans I'exemple 1. 

20 Pour I'ADN libre ^ environ 5 ]ig d'ADN radiomarque en 
solution dans 750 jaL d'eau MilliQ sont introduits dans 
0,75g d'une solution de pectine, amid6e ou non, k 10% 
afin d^obtenir une concentration finale en pectine de 5%. 
Dans le cas des lipoplexes, 375 pL d'une solution aqueuse 

25 d'ADN radiomarqu6 sont melanges a 375 pL d'une suspension 
de liposomes cationiques (ratio N/P de 10) . Les 750 pL de 
lipoplexes ainsi obtenus sont ensuite melanges a 0,75 g 
de solution de pectine k 10% afin d'obtenir une 
concentration finale en pectine de 5%. 

30 Dans le cas des polyplexes, 375 pL d'une solution aqueuse 
d'ADN radiomarqu6 sont melanges k 375 pL d'une solution 
aqueuse de PEI 4mM. 375 pL de la suspension de polyplexes 
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ainsi obtenus sont ensuite in61ang6s ^ 0,75 g de solution 
pectine ^ 10% afin d' obtenir une concentration finale en 
pectine de 5%. 

Les billes de pectinate de calcium encapsulant I'ADN 
5 libre ou complex^ sont ensuite preparees a partir des 
solutions obtenues ci-dessus selon la methode decrite 
dans I'exemple 1. La concentration en chlorure de calcium 
utilis6e ici est de 5% et celle de PEI pour la 
reticulation est de 0,6%, 

10 

7.2.2. Resultats 
lis sont illustr6s a la figure 8 qui montre les 
rendements d' encapsulation d'un ADN plasmidique dans des 
billes de pectine amid6e ou non amid6e. 
15 L'ADN encapsule est soit sous forme libre, soit complexe 
a des lipides cationiques (Lipoplexe) ou a un pol3/m6re 
cationique (Polyplexe) . 

Les rendements d' encapsulation en ADN varient entre 60 et 
90% selon le type de pectine utilis6e. lis sont 
20 g6n§ralement plus importants avec la pectine amid6e. La 
complexation ci des lipides ou ci un polymere cationique 
n'entralne pas de modifications signif icatives de ces 
rendements qui restent relativement eleves- 
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REVENDICATIONS 

1. Formes galeniques multiparticulaires aptes a etre 
latilisfees par voie orale et destinees ^ la delivrance 
5 colique de principes actifs choisis dans le groupe 
comprenant les enzymes capables d*inactiver les 
macrolides et apparentes et les enzymes capables 
d'inactiver les quinolones. 

10 2. Formes galeniques multiparticulaires selon la 
revendication 1, caracteris^es en ce que 1' enzyme capable 
d'inactiver les macrolides est 1 ' erythromycine esterase. 

3. Formes galeniques multiparticulaires caracterisees en 
15 ce qu'elles sont aptes a Stre utilis6es par voie orale et 

destinees a la delivrance colique de principes actifs 
comprenant des billes de pectine presente sous forme d'un 
sel cationique renfermant le principe act if, ladite 
pectine etant r6ticulee par un polym^re cationique. 

20 

4. Forme gal§nique selon la revendication 3, caracterisee 
en ce que le polymere cationique est choisi dans le 
groupe const itue par la polyethylenimine, la polylysine, 
le chitosan et leurs derives. 

25 

5. Formes galeniques selon I'une quelconque des 
revendications 3^4, caracterisees en ce que le polymere 
cationique a un poids moleculaire compris entre 10 000 et 
100 000 Daltons, de preference entre 20 000 et 50 000 

30 Daltons. 

€. Formes galeniques selon I'une quelconque des 
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revendications 3 5, caract6ris6es en ce que le sel de 
pectine est un pectinate de calciiim prepare a partir de 
pectine amid6e ou non amid6e. 

5 7- Formes gal6niques selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 6, car^ct6ris6es en ce qu'elles sent 
preparees a partir d*une solution de pectine a 4-10% 
(m/v) , avantageusement de 4 a 7% (m/v) , d'une solution de 
chlorure de calcium a 2-10% (m/v) et d'une solution de 
10 poly§thylenimine a 0,5-2% (m/v). 

8- Formes galeniques selon I'une quelconque des 
revendiqations 3 a 7, caracterisees en ce que la solution 
de pectine est ^ €%, la solution de chlorure de calcium a 
15 6% et la solution de polyethylenimine a 1% ou 0,6%» 

9. Fonnes gal6niques selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 8, caracterisees en ce que le principe 
actif est choisi parmi les antibiotiques, les composes 

20 anti-inf lammatoires, anti-histaminiques, anti- 

cholinergiques, antiviraux, aiitimitotiques, les peptides, 
les prot6ines, les gfenes, les oligonucleotides anti-sens, 
les agents de diagnostic, les agents immunosuppressif s 
et/ou les bact^ries, de preference parmi les agents 

25 antitumoraux et les enzymes capables d'inactiver les 
antibiotiques au niveau du colon. 

10. Formes galeniques selon la revendication 9, 
caracterisees en ce que les enzymes sont choisis dans le 

30 groupe const itu6 par les p-lactamases, les enzymes 
capables d'inactiver les macrolides et apparentes, de 
preference 1" erytrhomycine esterase et les enzymes 
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capables d'inactiver les quinolones. 

11. Proced6 de preparation d'une forme galenique selon 
I'une quelconque des revendications 3 a 8, caracteris6 en 
5 ce que I'on ajoute une solution aqueuse de pectine 
contenant le principe actif A une solution aqueuse d'un 
sel cationique divalent, de maniere ^ obtenir des billes 
de pectine sous forme d'un sel cationique renfermant le 
principe actif, et que I'on reticule lesdites billes par 
10 introduction dans une solution aqueuse du polymere 
cationique. 
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